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y ® Immunogene Reglonen auf dem E-7-Protein des Humanen Paplltomvirus Typ 16. 

@ Ofe Erfindung beschreibt zwei immunogene Re- 
glonen des E7-Protelns von Humanen Paplltomvirus 
Typ 16 (HPV 16), wobei die eine Immunreaktive 
Region stromabwSrts von Nukfeotid 595 und die 
andere stromabwarts von Nukfeotid 667 des HPV 16 
Genoms lokalisiert ist 
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fmmunogene Regionen auf dem E7-Proteln des Humanen Paplllomvfrus Typ 16 



Die Erfindung betrifft zwei immunogene Regio- 
nen auf dem Humanen Papiilomvirus Typ 1 6 (HPV 
16) E7-Protein. wobei die eine immunreaktive Re- 
gion 3 zu der Nukleotidposition 595 und die ande- 
re 3 zu der Nukleotidposition 667 des HPV 16 s 
Genoms lokaltsfert ist 

Papillomviren lassen sich nicht in Kultur ver- 
mehren. Die Verwendung der HPV-ONA ais Dia- 
gnostikum sowie die Gewinnung der Expressions- 
produkle, deren Verwendung aJs Antigene, die Iso to 
lierung von Antikorpem und die Herstellung ent- 
sprechender Dtagnostika setzt somit gentechnische 
Verfiahren voraus. 

DQrst et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 
(1983) 3813 -3815 beschreiben einen neuen Typ /s 
von menschiichen Papillomviren (HPV), den sie ais 
HPV 16 bezeichnen. Die DNA-Sequenz und die 
Genom-Organisation dieses Virus sind in Seedorf 
et ai.. Virology 145 (1985) 181 - 185 wiedergege- 
ben. 20 

Smotkin und Wettstein, Proc. Natl. Acad, Sci. 
83. 4680 -4684 (1986) identifizierten das E7-Trans- 
kript aJs das am haufigsten vorkommende HPV- 
Transkript in der CaSki Zeifinie bzw. einem ande- 
ren Zervix-Karzinom. das HPV 16 ONA hauptsSch- 2s 
iich ais Plasmid enthalt Seedorf et al, EMBO J. 6, 
139- 144 (1987) zeigten dann. daB das E7-Protein 
das am haufigsten vorkommende viraie HPV 16 
Protein in solchen Zellinien ist. die HPV 16 in 
integrierter Form Oder ais Plasmid enthalten. 30 

Das E7-Protein scheint dartlberhinaus eine Rol- 
le bei der Aufrechterhaltung des transformierten 
Mnotyps 2u spielen. Weitemin treten Antikarper 
gegen E7 Protein gehSuft bei Patientan mit Zervix- 
Karzinom auf. Der Nachweis von HPV 16 E7 Pro- 35 
tain bzw. der dagegen gerichteten AntikQrper ist 
deshalb von Interesse in der Diagnostic 

Bei der Analyse einer "shot gun" Expressions- 
bank klonierter HPV 16 ONA mit einem polykiona- 
ten Antiserum gegen HPV16 E7 von Kaninchen <o 
wurden zwei Immunreaktive Regionen Innerhaib 
des E7-Proteins gefunden. Die erste Region flegt 
im N-terminalen Bereich von E7 und wird durch 
vier verschieden grofle Phagenklone repr2sentiert 

I. 5'-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 45 
ACA ACT GAT CTC TAC TGT TAT <3AG CAA-3 # 

IL 5'-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT GAT CTC TAC 

ill. 5-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT so 

IV. 5-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 

ACA 

Dabei entspricht das 5 '-End der Klone der 
Nukleotidposition 595 auf dem HPV 16 Genom 

Entsprechend ist die Aminosauresequenz der 



vier Klassen: 

I. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 
tyr cys tyr glu gin 

II. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 

tyr 

III. met leu asp leu gin pro giu thr thr 

IV. met leu asp leu gin pro glu thr 

Die zweite immunreaktive Region von HPV 16 
E7 wurde bei Nukleotidposition 667 auf dem HPV 
16 Genom lokalisiert 

5-GAT GAA ATA GAT GGT CCA GCT GGA CAA 
GCA GAA CCG GAC AGA GCC CAT TAC-3* 
und enthalt die 1 7 Aminosauren: 
asp glu ile asp gly pro aJa gly gin aia glu pro asp 
arg aia his tyr 

Die Erfindung betrifft folgGch die o.g. beiden 
immunreaktiven Regionen, ihre Verwendung fdr 
Diagnostic Therapie und ais Arzneimittel bzw. Vak- 
zine. 

Die Erfindung ist femer in den Beispielen und 
PatentansprQchen enthalten. 



Beispiele: 



1. Herstellung der "shotgun '-Expressionsbank des 
HPV 16 Genoms. 

Die im 8aktetienplasmtdvektor sp65 kfonierte 
HPV 16 ONA wurde mit Ultraschallscherung und 
anschflelender. DNase I Behandlung auf eine 
durchschnltUiche Fragmentgrdfle von etwa 100 Ba- 
senpaaren (bp) gebracht 

Die Enden dieser Fragment© wurden mit Hilfe 
von T4 DNA Polymerase und Exofi DNA Ugase 
aufgefQlIL Der Phagenexpressionsvektor fd-tet-J6 
wurde mit PVU II geschnitten und die Fragments 
'blunt* einligiert fd-tet-J6 ist von dem Bacteriopha- 
gen fd abgeleitet und von 13. P. Smith. Science 
228, 1315 - 1317 (1985) beschrieben wordea 



2. Nachweis von immunogenen Reaktionen 

Nach Ausplattieren der rekombinanten Phagen 
auf E.coti K91 wurden RepGka auf Nitrocellulosefil- 
ter mit spezifischen Seren auf immunreaktive Pha- 
gen untersucht 200 Rekombinanten reagierten mit 
dem Antiserum; 30 davon wurden mittels DNA- 
SequenzanaJyse welter untersucht Folgende Er- 
gebnisse wurden erhalten: 

1. Alle Rekombinanten enthalten E7-spezifi- 
sche Sequenzen. 

2. Innemalb des €7-Proteins wurden zwei 
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Immunogene Regionen gefunden. Oie erste Region 
wurde mittels 25 Oberlappender Klone identifiziert. 
Diese 25 Klone konnten in 4 Klassen eingeteilt 
werden: 

I. s'-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT GAT CTC TAC TGT TAT GAG CAA-3' 

II. 5'-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT GAT CTC TAC 

III. 5-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 
ACA ACT 

IV. 5-ATG TTA GAT TTG CAA CCA GAG 

ACA 

Oabei entspricht das s'-Ende der Klone der 
Nukleotidpositlon 595 auf dem HPV 16 Genom. 

Entsprechend ist die AminosSuresequenz der 
vier Klassen: 

I. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 
tyr cys tyr glu gin 

II. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 

tyr 

III. met teu asp leu gin pro glu thr thr 

IV. met leu asp leu gin pro glu thr 

Oie minimale Geo Be dieser Region betrMgt also 
8 Aminos3uren. Oa monoklonale Antikorper nur 
gegen Klasse I und II reagierten, das polyklonale 
Antiserum aber gegen alle 4 Klassen reagierte, 
sind mindestens 2 verschiedene Epitope auf dem 
Antigen der Klasse I bzw. II lokalisiert 

Entsprechend der AminosSuresequenz der 
Klasse II wurde ein synthetisches Oligopeptid (met- 
teu-asp-teu-gin-pro-g!u-thr-thr-asp-4eu-tyr) im EUSA 
verwendet und zeigta deutliche Reaktion mit dem 
erwlhnten polyklonalen Kaninchensemm gegen 
HPV 16 E7. 

Die zweite Immunreaktive Region von 17 Ami- 
nos&uren wurde in 5 Ktonen aufgefunden und bei 
der Nukleotidpositlon 667 auf dem HPV 1 6 Genom 
iokalistert 

5'-GAT GAA ATA GAT GGT CCA GCT GGA CAA 
GCA GAA CCG GAC AGA GCC CAT TAC-3' 
entsprechend den 17 AmlnosSuren 
asp glu He asp gly pro ala gly gin ala glu pro asp 
arg ala his tyr 



AnsprUche 

1. Immunogene Region von HPV16 E7-Protein. 
;gekennzeichnet durch eine der AminosSuresequen- 
zen 

I. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 
tyr cys tyr glu gin 

II. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu 

tyr 

III. met leu asp leu gin pro glu thr thr 

IV. met leu asp leu gin pro glu thr 

V. asp giu ile asp gly pro ala gly gin ala glu 
pro asp arg ala Ns tyr 



2. Vakzine, die mindestens ein Peptfd der lm- 
munogenen Regionen nach Anspruch 1 enthalt 

3. Oiagnostika zum Nachweis von spezifischen 
Antikorpem gegen HPV 16 E7-Proteine, gekenn- 

s zeichnet durch einen Gehait von mindestens einer 
der Aminosauresequenzen nach Anspruch 1. 

4. Poly- oder monoklonale Antikorper. die ge- 
gen mindestens eine immunogene Region nach 
Anspruch 1'gerichtet slnd. 

to 5. Diagnostikum, das poly- Oder monoklonale 

AntikQrper nach Anspruch 4 enthSlt 

PatentansprQche (Ur folgenden Vertragsstaat: ES 

/s 1. Verfahren zur Herstellung einer Vakzine ge- 

gen HPV, dadurch gekennzeichnet da/J minde- 
stens ein Peptid enthaltend eine der AminosMure- 
sequenzen 

I. met leu asp leu gin pro glu thr thr asp leu tyr cys 
20 tyr glu gin 

II. met leu asp leu gin pro giu thr thr asp leu tyr 

III. met leu asp teu gin pro glu thr thr 

IV. met leu asp leu gin pro glu thr 

V. asp glu ile asp gly pro aJa gly gin ala glu pro 
25 asp arg ala his tyr 

mit geeigneten Tragermaterialien versetzt werden. 

2. Verfahren zur Herstellung von Oiagnostika. 
dadurch gekennzeichnet dafl mindestens ein Pep- 
tid mit einer der in Anspruch 1 genannten Amino- 

30 sauresequenzen eingesetzt wird. 

3. Verfahren zur Herstellung von poly- oder 
monoklonalen Antiktfrpem. dadurch gekennzeich- 
net da£ mindestens ein Peptid mit einer der in 
Anspruch 1 genannten Aminosauresequenzen zur 

as Immunisierung verwendet wird. 

4. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika, 
dadurch gekennzeichnet da5 nach Anspruch 3 her- 
gestellte poly-oder monoklonale Antikorper verwen- 
det werden. 
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